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摘要: 通过构建重组表达质粒，诱导表达纯化麻疹病毒 N 蛋白． 将麻疹病毒 N 蛋白基因片段与载体

pET － 32a( + ) 相连接，通过 PCＲ 方法扩增获得重组质粒 pET － 32a( + ) /N，然后将重组质粒转入大

肠杆菌 E． coli BL21( DE3) 内，并优化诱导表达时间、温度、诱导剂浓度等条件． SDS － PAGE 和 West-
ern blot 蛋白印迹检测表明，麻疹病毒 N 蛋白分子质量约为 60 kD，表达产物用 Ni － NTA 亲和层析和

DEAE 纯化后，纯度达 90% ．
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Abstract: In order to construct a recombinant expression plasmid which induced express purification mea-
sles virus( MV) N protein，the recombinant plamised of pET-32 a ( + ) /N amplified by PCＲ from MV N
protein genes was inserted into expression vector pET-32 a ( + ) ，then it was transformed into E． coli BL21
( DE3) ． The condition of time，temperature and concentration of IPTG were optimized． The results of SDS-
PAGE and Western blot tests showed that MV N protein molecular was 60 kD． The protein' s purity was
90% after being purified by Ni-NTA and DEAE．
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0 引言

麻疹是一种高度传染的呼吸道疾病，具有典型

的临床症状，包括斑丘疹、发热、咳嗽、鼻炎和结膜

炎． 麻疹病毒是麻疹的病原体，分类上属于副黏病

毒科麻疹病毒属． 麻疹病毒可以划分为 8 个基因组

( A—H) ，21 个基因型，核壳蛋白( N 蛋白) 是麻疹病

毒的主要抗原，可产生中和 ( Nt) 抗体． 在研究基因

工程麻疹疫苗中，N 蛋白基因是首选的病毒抗原［1］，

它是麻疹病毒颗粒中含量最多的蛋白，并且是麻疹

病毒在繁殖和转录过程中第一个被合成的蛋白，一

般由 525 个氨基酸残基组成，分子量为 60 kD． N 蛋

白主要是以磷酸化的形式存在，并同病毒的 ＲNA 结

合形成多聚复合物，该复合物表现相当稳定，可以

抵抗高盐的环境． 当前利用基因工程方法表达麻疹

病毒蛋白已有不少报道［2 － 5］． N 蛋白诱导表达主要

采用载体 pET － 28a( + ) 并在大肠杆菌 BL21( DE3)

中进行，通过 Ni-NTA 亲和层析获得的高纯度目的

蛋白用于 ELISA 检测． 本实验拟选择麻疹病毒 N 蛋

白基因片段，构建原核表达载体，以期经诱导表达

和纯化，获得目的蛋白．

1 实验

1． 1 材料

1． 1． 1 质粒和宿主菌 pUC19 /N 由河南省生物工

程技术研究中心提供; 载体 pET － 32a ( + ) ，购自

Novagen 公司; E． coli BL21( DE3) 大肠杆菌菌株由本

实验室保存．
1． 1． 2 引物的设计 依据表达质粒和 N 蛋白基因

编码区设计引物，上游引物 5'—CGCGGATCCATGTT-
GGAGGTTGTCCAG—3'( 含 BamHⅠ酶切位点) ，下游引

物 5'—CCCAAGCTTCTAGTCTAGAAGGTCTCT—3' ( 含

XhoⅠ酶切位点) ，由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成．
1． 1． 3 主要试剂 BamHⅠ，HindⅢ限制性内切酶，

T4 DNALigase 连接酶购自宝生物工程 ( 大连) 有限

公司; DNA 胶回收试剂盒、异丙基硫代 － β － 半乳糖

苷( IPTG) 购自 Sigma 公司．
1． 2 方法

1． 2． 1 重组质粒 pET －32a( + ) /N 载体构建及转

化 1 ) 依 据 N 蛋 白 基 因 编 码 区 设 计 引 物，建 立

30 μL PCＲ 反应体系 ( 20 × buffer，1． 5 μL; MgCl2，

0． 3 μL; dNTP，0． 3 μL; 上游引物，0． 2 μL; 下游引

物，0． 2 μL; DNA 聚合酶，0． 3 μL; 模板，0． 5 μL; dd
H2O，4 μL) 扩增目的基因片段，扩增产物与 pET －
32a( + ) 载体经 BamHⅠ，XhoⅠ双 酶 切 后，由 T4
DNA 连 接 酶 连 接 双 酶 切 产 物 而 构 建 重 组 质 粒

pET － 32a( + ) /N; 2 ) 将质粒转入宿主细胞大肠杆

菌中，接种于1 mL LB 液体培养基中，37 ℃ 摇床培

养 1 h，然后取菌液 50 μL 转接于 3． 5 mL LB ( 含

Amp 30 mg /mL) 液体培养基中，培养至 OD600 约为

0． 3 ～ 0． 5，加 IPTG 至终浓度为 0． 2 mmol /L，诱导表

达 5 h，分别进行 12% SDS—PAGE 分析; 3) 将表达

菌送上海生物工程技术服务有限公司测序．
1． 2． 2 重组菌的小样诱导表达及条件的优化

1) 温度诱导: 在 IPTG 浓度为 0． 2 mmol /L下，分别于

30 ℃，37 ℃和 42 ℃诱导表达 5 h． 2) IPTG 浓度诱导:

在 37 ℃，IPTG 浓度分别为 0． 1 mmol /L，0． 2 mmol /L，

0． 5 mmol /L，1． 0 mmol /L，2． 0 mmol /L，诱导表达 5 h．
3) 时间诱导: 在 IPTG 浓度为 0． 2 mmol /L，37 ℃ 条

件下，分别诱导 3 h，4 h，5 h，6 h，7 h，8 h． 取表达产

物各 1 mL 以 1 000 r /min 破碎离心 5 min，离心后取

上清进行 12% SDS － PAGE 分析．
1． 2． 3 重组菌大样的诱导表达 按小样最佳诱导

条件，取表达稳定的菌液 1 mL 接于 1 000 mL LB 液

体培养基( 含 Amp 30 mg /mL) ，进行大样诱导表达，

收集菌液，4 500 r /min 离心 15 min，弃上清，加入

0． 05 mol /L PB 洗涤沉淀，再次离心后收集沉淀．
1． 2． 4 N 蛋白的纯化及 Western blot 蛋白印迹验

证 将收集的沉淀用 0． 05 mol /L PB( pH = 7． 8 ) 溶

解，在冰浴条件下超声破碎，将破碎的菌液 8 000 r /
min 离心 15 min，取上清过 Ni － NTA 亲和层析柱和

DEAE 柱纯化，Western blot 蛋白印迹验证．

2 结果与讨论

2． 1 N 蛋白基因的克隆及 pET － 32a( + ) /N 表达

载体构建

PCＲ 产物电泳结果见图 1，在 1 452 bp 左右有

一条目的带，与测序结果相符． 诱导表达结果见图

2，与 BL21 空菌和未诱导重组菌相比，上清中约在

60 kD 处有目的条带，大小与预期值相符．
测序结果表明表达菌含 N 蛋白基因片段，即重

组质粒构建成功．
2． 2 目的蛋白的表达及条件的优化

温度梯度诱导结果见图 3，37 ℃ 表达量最大;

IPTG 梯度诱导结果见图 4，IPTG 浓度为 0． 2 mmol /L
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时最优; 时间梯度诱导结果见图 5，4 h 时菌体表达

量最优． 综上可知，37 ℃，IPTG 浓度为 0． 2 mmol /L，

诱导 4 h 条件下，目的蛋白的表达结果最佳．
2． 3 目的蛋白的纯化及 Western blot 蛋白印迹验证

目的蛋白经 Ni 柱和 DEAE 纯化后 SDS-PAGE
检测结果见图 6． Western blot 免疫印迹结果见图 7．
纯化后蛋白浓度的测定结果为 A280 = 2． 704，根据标

准 N 蛋白吸光度值与蛋白浓度之间的转换关系，A
= 0． 963 时相当于蛋白浓度为 1． 0 mg /mL，可粗略

计算出所纯化的 N 蛋白浓度约为 3． 0 mg /mL，最终

( 下转第 47 页)
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表 1 PPC 熔体不同剪切速率下的黏流活化能

剪切速率 / ( s － 1 ) 600 800 1 000 1 200 1 400 1 600
Ea / ( kJ·mol －1 ) 13． 69 10． 22 9． 61 8． 18 8． 03 6． 12

PPC 材料 Ea 的大小反映了聚合物熔体对温度

的敏感性． 从表 1 知，PPC 材料熔体的黏流活化能随

着剪切速率的增加而降低，表明其黏度随剪切速率

的增加对温度的敏感性降低．

3 结论

本文利用差示扫描量热分析仪、热重分析仪、
电子拉力机、熔体流动速率仪和毛细管流变仪等对

聚甲基乙撑碳酸酯( PPC) 热性能、力学性能和熔融

流变行为进行了研究． 结果表明:

1) PPC 具有较低的玻璃化转变温度和较差的

热稳定性能，其中 Tg = 31 ℃，失重率 5% 时的温度

为 211． 3 ℃ ．
2) PPC 的力学性能较差，其拉伸强度和断裂伸

长率分别为 7． 50 MPa 和 536． 63% ．
3) PPC 熔体的流动速率随温度的升高有所增

加，这为 PPC 的成型加工工艺制定提供了依据．
4) 由 PPC 熔体表观黏度与剪切应力和剪切速

率关系曲线可以发现 PPC 熔体是典型的非牛顿假

塑性流体，表观剪切黏度随剪切速率的增加而降低．
5) PPC 熔体的表观黏度随温度的增加而降低，

流动活化能随剪切速率提高而降低，表明其表观黏

度对温度较敏感，在 PPC 成型加工工艺条件制定

时，可采用升高加工温度和剪切速率的方法来提高

其熔体的流动性．
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收集纯化后 N 蛋白的体积约为 35 mL，Ni 柱亲和层

析纯化所得蛋白质量约为 105 mg．
由图 7 可见，纯化后的麻疹 N 蛋白与相应抗体

产生特异性反应，证明该蛋白有较好的抗原性．

3 结论

本研究将麻疹病毒核壳蛋白基因导入到大肠

杆菌中，选择 pET － 32a( + ) 载体，得到重组表达质

粒 pET － 32a ( + ) /N． 同时对温度、时间、诱导剂浓

度等诱导条件进行优化． 实验发现，在温度 37 ℃，诱

导时间 4 h，IPTG 浓度 0． 2 mmol /L 的条件下目的蛋

白表达量最高． 选择 Ni2 + 配体亲和层析和 DEAE 柱

纯化后，蛋白纯度高达 90% ． 此蛋白表达纯化系统

的建立和优化将会对 MV 病毒 N 蛋白的纯化和进

一步探讨其功能提供依据．
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